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Deficiëntie van de adenine-nucleotide-translocator in spierweefsel: een 
mitochondriale ziekte, behandeld met vitamine E *
H . D .B A K K E R , C.VAN D EN  BOGERT, H ,R .SC H Ö LTE, J .A .L . J E N E S O N ,  W .R U IT E N B E E K  EN A.H.VAN GENNIP
In rust en onder normale omstandigheden leveren de mí- 
tochondriën meer dan 95% van de benodigde energie 
van de cel (de rest wordt geleverd door de glycolyse).1 
De oxidatie, dat is verbranding, van vetzuren, pyruvaat, 
aminozuren en Krebs-cyclus-intermediaren door zuur­
stof tot water en koolstofdioxide, levert de energie waar­
door uiteindelijk in de mi tochondriën adenosine-di-
Z ie  o o k  de artikelen op bl. 1322 en 1327.
*De patiënt uit dit artikel werd eerder beschreven in Pediatrie Research 
(1993;33:412-7 ) onder de titel ‘Deficiency of the adenine nucleotide 
translocator in muscle of a patient with myopathy and lactic acidosis: a 
new mitochondrial defect’, in Journal o f Inherited Metabolic Disease 
(1993;16:548-52) onder de titel ‘Adenine nucleotide translocator defi­
ciency in muscle: potential therapeutic value of vitamin E \ en in Lan- 
cef 0993342:175-6) onder de titel ‘Vitamin E in a mitochondrial myo­
pathy with proliferating mitochondria [letter]’.
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S A M E N V A T T I N G
Bij een  jongen  die op 3 ,5 -jarige leeftijd voor het eerst werd ver­
w ezen  w egens snelle vermoeidheid en trage motorische ont­
w ikkeling  w erd  na uitgebreid onderzoek een deficiëntie vastge­
steld  van de adenine-nucleotide-translocator in spierweefsel, 
e en  m itochondria le  metabole stoornis. Met hooggedoseerde vi­
tam in e  E  w erd  een opmerkelijke verbetering bereikt (follow- 
up to t e en  leeftijd van 11 jaar), maar patiënt bleef een hoge se- 
rum lactaa tconcen trade  houden.
fosfaat (ADP) met fosfaat kan worden omgezet in 
adenosine-trifosfaat (ATP). Bíj deze oxidatieve fosfory- 
lering worden de elektronen van oxideerbare substraten 
via de enzymen van de ademhalingsketen (de complexen 
I-IV) naar zuurstof getransporteerd, waarbij een proton- 
gradiënt wordt gecreëerd over de mitochondriale bin- 
nenmembraan. Die gradiënt is de drijvende kracht ach­
ter de fosforylering van ADP tot ATP.
De binnen het mitochondrion geproduceerde ATP 
wordt naar buiten getransporteerd, in ruil voor ADP uit 
de cytosol. Dit proces wordt gekatalyseerd door de ade-
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nine-nucleotide-translocator. In spiercellen wordt het 
ATP in de cytosol voor een groot deel door mitochon- 
driaal creatinekinase omgezet in de hoogenergetische 
verbinding creatinefosfaat. Hierdoor kan elders in de cel 
waar creatinekinase uit de cytosol aanwezig is (maar 
geen mitochondriën) ADP worden omgezet in de beno­
digde ATP.
Wij beschrijven de diagnostische speurtocht bij een 
jongen die snel moe werd en een sterk verhoogde melk­
zuurconcentratie in het serum had. Uiteindelijk werd bij 
hem een deficiëntie van de adenine-nucleotide-translo- 
cator vastgesteld; behandeling met vitamine E was suc­
cesvol.
Z IE K T E G E S C H IE D E N IS
Patiënt A, een jongen, het tweede kind van gezonde, niet-con- 
sanguïene ouders, werd verwezen op de leeftijd van 3*5 ja ar we­
gens kortademigheid en snelle vermoeidheid. V anaf de geboor­
te had hij een normale geestelijke ontwikkeling (op school 
presteerde hij later goed), m aar was hij traag in zijn m otorische 
ontwikkeling. Hij begon pas te lopen op de leeftijd van 18 
m aanden en was daarna sterk afhankelijk van een  ro ls to e l Zijn 
spieren waren licht dystrofisch, m aar hadden een norm ale to ­
nus. D e functies van longen, nieren, hart, lever en van liet vi­
suele systeem waren normaal.
In het serum was de m elkzuurconcentratie sterk verhoogd: 
n ,8 mM (normaal <  2 ,0), evenals de  concentraties van pyro- 
druivenzuur: 151 |xM (normaal: 41-70) en alanine: 453 |iM  (nor­
maal: 150-300). In de liquor waren de melkzuur- en alaninecon- 
centraties ook verhoogd, respectievelijk 3,3  mM (norm aal <  
1,8) en 38 |iM  (normaal: 12-32). De uitscheiding van m elkzuur 
en ketonlichamen in de urine was eveneens abnorm aal hoog. 
D e vrije en totale carnitineconcentratie in bloed en urine was 
normaal.
Hen hoge m elkzuurconcentratie in lichaamsvloeistoffen 
kom t voor bij patiënten met:
-  een defect in een van de complexen I (N A D H -dehydrogena- 
se), III (cytochroom c-reductase), IV (cytochroom c-oxidase) 
of V (ATP-synthase), die de oxidatieve fosforylering in de m i­
tochondriën katalyseren of in de adenine-nucleotide-transloca- 
tor;
-  een defect in complex II (succinaatdehydrogenase) of een an­
der Krebs-cydusenzym;
-  een defect in het pyruvaatdehydrogenase-complex;
- e e n  glycogeenstapelingsziekte (uitgezonderd de ziekte van 
Pompe);
-  een gluconeogenesedefect waaronder pyruvaatcarboxydase- 
deficiëntie; of
-  fructose-intolerantie door fructose-i-fosfaat-aldolase-defi- 
ciëntie.
W anneer de lever en de hersenen goed functioneren, en gly­
cogeen norm aal aanwezig is in de spier, zoals bij onze patiënt, is 
een defect van de eerstgenoem de groep m itochondriale enzy­
men het waarschijnlijkst. H e t kan gaan om een m utatie in mito- 
chondriaal D N A  of in kern-D N A , of om het gevolg van een te ­
kort aan componenten nodig voor de oxidatieve fosforylering 
(zuurstof, fosfaat, B-vitaminen, et cetera).2
Wegens de ernst van de aandoening werd een spierbiopt ge­
nomen, uit de M. quadriceps. Histologisch onderzoek liet een 
norm ale verdeling zien van glycogeen en vetdruppels. Histo- 
chemisch onderzoek toonde een toename aan  van het aantal 
m itochondriën onder het sarcolemma, m aar er w erden geen 
‘ragged red fibers" gezien, díe vaak worden w aargenom en in de 
spier bij stoornissen in de oxidatieve fosforylering. E lek tronen ­
microscopische analyse toonde gezwollen m itochondriën m et
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soms vergrote aantallen parallel of concentrisch verlopende 
cristae.
Biochemisch onderzoek van het spierbiopt toonde een ver­
hoogde activiteit van alle gemeten mitochondriale enzymen, en 
kon zodoende de melk2uuracidose niet verklaren,
H oewel de oorzaak van de aandoening bij de patiënt niet 
duidelijk was, w erd getracht hem te behandelen volgens een 
eerdere  publikatie  met levocarnitine (2 g/dag), thiamine (300 
mg/dag), riboflavine (20 mg/dag), nicotinamide (150 mg/dag), 
biotine (20 mg/dag), pantotheenzuur (50 mg/dag) en liponzuur 
(10 m g/dag).3 Geleidelijk trad een duidelijke verbetering op van 
de klinische toestand met een daling van de melkzuurconcen­
tratie in het serum  tot 5-7 mM.
Op de leeftijd van 7  jaar, 2 jaar na de start van de behande­
ling, verm inderde de klinische toestand van patiënt opnieuw en 
steeg de melkzuurconcentratie weer in het serum. Besloten 
werd to t een tweede spierbiopsie voor onderzoek van intacte 
m itochondriën, zodat behalve de activiteit van verschillende 
enzymen ook de energieproduktie onderzocht kon worden.
D e activiteiten van verschillende enzymen betrokken bij de 
m itochondriale energiehuishouding waren nog steeds ver­
hoogd, m aar de mitochondriale energieproduktie bleek ernstig 
gestoord te zijn .4 Dit werd bevestigd door de verlaagde verhou­
ding tussen creatinefosfaat en ATP, die werd gemeten m et alP- 
kernspinresonantie-spectroscopie in de skeletspier van de rech­
ter onderarm  (1,5 Tesla, S 15/ I iP  gyroscan unit; Philips Medical 
Systems, Best, Nederland). M et deze techniek wordt de ver­
houding tussen anorganisch fosfaat en fosfaatesters (vooral 
creatinefosfaat en  ATP) gemeten. Na staken van alle medicatie 
verbeterde de eetlust van de patiënt, m aar de melkzuurwaarde 
in het serum steeg opnieuw tot 12,7 mM en die van pyro- 
druivenzuur to t 268 jiM. H et spectroscopisch onderzoek sug­
gereerde eveneens dat de mitochondriale functie verslech­
terde.
Patiën t was inmiddels oud genoeg om ook een inspannings- 
test te  ondergaan, waarbij de verdwijning en de resynthese van 
creatinefosfaat gemeten w orden .5 De snelheid waarmee de re- 
synthese plaatsvindt, is een m aat voor de snelheid van de oxida­
tieve fosforylering. Deze bleek verlaagd te zijn.
U itgebreid  biochemisch onderzoek toonde vervolgens aan 
dat patiën t een  deficiëntie van de adenine-nucleotide-translo- 
cator had, en wel de door kern-D N A  gecodeerde spierspecifie- 
ke vorm ervan .4 Hoewel immunologisch de eiwitconcentratie 
van de subeenheden van het mitochondriale complex IV  sterk 
was toegenom en, was de activiteit ervan achtergebleven, en 
bovendien was deze in het tweede biopt lager dan in het eerste. 
O m dat dit zou kunnen komen door inactivering van complex 
IV door peroxidatie van de onverzadigde vetzuren in cardioli- 
p ine ,7 werd gestart met toediening van grote hoeveelheden vi­
tam ine E ,8 9 aanvankelijk 1,0 g/dag, later 0,6 0 ,8  g/dag. (Cardio- 
lipine is een verbinding die onverzadigde vetzuren bevat en 
uitsluitend in de mitochondriale binnenm em braan voorkomt. 
Plet is bekend dat de activiteit van complex IV geremd wordt 
w anneer cardiolipine geperoxideerd w ordt .7 Peroxidatie is een 
gevolg van en verhoogde concentratie aan vrije radicalen. Van­
daar de poging tot behandeling met vitamine E: deze verbin­
ding kan vrije radicalen wegvangen.) Hierop trad een aanzien­
lijke verbetering  in van het uithoudingsvermogen. D e patiënt 
had zijn rolstoel alleen nog nodig voor lange afstanden en kon 
voor het eerst zelfstandig op straat spelen.
D e  verschillende therapeutische pogingen bij deze patiënt 
w erden gevolgd met behulp van 3lP-kernspinspectroscopie: in 
rustende spier steeg de molaire verhouding tussen creatinefos­
faat en  A T P  van 1,70 (vóór vitamine E-therapie) tot 1,86 na 10 
w eken vitam ine E-therapie en tot 1,93 na 10 maanden therapie. 
D e snelheid waarmee creatinefosfaat door oxidatieve fosfory­
lering w eer werd aangemaakt na inspanning verdubbelde tij-
dens de behandeling met vitamine E: er werd een stijging ge­
vonden van 19 tot 33% van de gemiddelde referentiesnelheid 
na 10 weken therapie, en tot 38% van de referentiewaarde na 10 
maanden behandeling.9 De melkzuurconcentratie in bloed, ge­
meten in rust, daalde echter niet significant.
m u m
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3 3 6 6 132 33 6 6
.• 'v ! ' . '  , v  . v .  -,
' 7 *  Vi*. i '■ r . \  • •
1 1 
1
V E R D E R  O N D E R Z O E K  N A A R  H ET M ETOBOLE DEFECT
Bij biochemisch onderzoek van het homogenaat van het 
eerste spierbiopt werden de enzymen getest, waarvan 
deficiëntie een verklaring zou kunnen geven voor de 
melkzuuracidose. De activiteit van enzymen die de oxi­
datieve fosforylering zelf verzorgen (complex I-V) en de 
activiteit van een tweetal mitochondriale enzymen (py- 
ruvaatdehydrogenase en 2-oxoglutaraatdehydrogenase) 
die betrokken zijn bij de aanmaak van substraten voor 
de oxidatieve fosforylering, bleek echter niet verlaagd 
maar verhoogd te zijn. De activiteit van complex IV was 
het minst verhoogd,17 en die van pyruvaatdehydrogena- 
se het meest (20 x). De carnitineconcentratie en de tota­
le (dat is mitochondriale plus cytosolische) creatineki- 
naseactiviteit waren normaal.4 D e carnitineconcentratie 
is van belang omdat bij mitochondriale aandoeningen 
heel vaak een verlaagde carnitineconcentratie wordt 
waargenomen; dit was echter bij onze patiënt niet het ge­
val. Het gehele spectrum van veranderde mitochondria- Analyse van de hoeveelheid adenine-nucleotide-translocator ii 
le enzymactiviteiten was zo uitzonderlijk, dat wij besef- spierhomogenaat van patiënt A. De eiwitten uit spierhomoge
ten met een bijzonder defect te maken te hebben. In het 
tweede spierbiopt (afgenomen tijdens behandeling met 
de diverse vitaminen) waren de activiteiten van diverse 
mitochondriale enzymen nog steeds verhoogd, maar de
activiteit van complex IV bedroeg slechts 122% van de adenine-nucleotide-translocator uit rattelever (‘western 
gemiddelde referentiewaarde; in het eerste biopt was dat blot’-techniek). De hoeveelheid eiwit die gebruikt is voor de
naten w erden op een polyacrylamide-gel gescheiden naar 
grootte d o o r middel van elektroforese en vervolgens overge­
bracht (elektroforetisch) van de gel naar nitrocellulosepapier. 
De adenine-nucleotide-translocator werd op dit papier zicht­
baar gem aakt met behulp van een antiserum, opgewekt tegen 
de i - l ti -tr sl t r
nog 186%.
D e mitochondriale capaciteit om pyruvaat te verbran-
gel-elektroforese is boven in de figuur aangegeven: R = rattele 
ver-mitochondriën; MW = molecuulgewichtsmerkers; het pijl
den w as sterk verhoogd wanneer de oxidatie niet afge- puntje geeft de positie van het produkt aan, ontstaan als gevolg
de reactie tussen eiwit en antiserum. Te zien is dat bij 33 
66 }ig eiw it geen adenine-nucleotide-translocator in het patiën- 
tenspierhomogenaat door het antiserum wordt aangetroffen 
maar bij d ie eiwithoeveelheden wel in controlehomogenaat.
meten werd aan de produktie van ATP. Dit was in over­
eenstemming met de sterk verhoogde activiteit van de 
enzymen van de ademhalingsketen. Wanneer echter ge­
keken werd onder condities waarbij de oxidatie van sub­
straten gekoppeld was aan ATP-produktie bleken de
oxidatiesnelheid en de energieopbrengst laag te zijn. Laboratorium  Procreatie, Academisch Medisch Cen- 
Hieruit werd geconcludeerd dat de patiënt een ernstig trum (A M C ), Amsterdam). De synthese van ATP uit 
defect in de oxidatieve fosforylering had, waarbij niet de A D P  en fosfaat werd gemeten met behulp van diverse 
oxidatie, maar wel de fosfolylering het probleem leek te oxidatieve substraten.4 De bevindingen toonden in alle
zijn. Het defect was echter waarschijnlijk niet te wijten gevallen een normale ATP-synthese. Verder onderzoek
aan deficiëntie van complex V, het ATP-synthase, om- liet zien dat ook de hoeveelheid adenosine-nucleotide-
dat de activiteit van dit enzym ook sterk verhoogd was, translocator normaal was in deze cellen. Dit maakt het
vergeleken met referentiewaarden, evenals de hoeveel- des te aannemelijker dat er een direct verband bestaat
heid eiwit van het enzym.4 tussen de verstoorde ATP-produktie en de verminderde
Een tweede mogelijkheid om de gevonden uitslagen hoeveelheid adenine-nucleotide-translocator in de spier 
te verklaren was een deficiëntie van de adenine-nucleo- van de patiënt.
tide-translocator, het eiwit dat het transport van ATP uit 
de mitochondriën moet verzorgen. Immunologisch on­
derzoek van het tweede spierbiopt toonde aan
O nderzoek naar het primaire genetische defect dat 
leidde tot de vermindering van de hoeveelheid adenine- 
dat de nucleotide-translocator (dr.P.A.Bolhuis et al., Laborato-
hoeveelheid van dit eiwit sterk verlaagd was (figuur).4 rium Neurozintuigen, AMC, Amsterdam) toonde aan
Patiënt had dus een tekort van adenine-nucleotide- dat de hoeveelheid boodschapper-RNA (mRNA) af-
translocator. komstig van het gen voor de spierspecifieke adenine-nu~
Om na te gaan of het defect ook in andere weefsels cleotide-translocator ook verminderd was, en dus dat er
van patiënt voorkwam, werden gekweekte huidfibro- waarschijnlijk iets mis was met de expressie van dit
blasten en lymfocyten onderzocht (dr.R.J.A.Wanders, gen.
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B E S C H O U W IN G
Een deficiëntie van de spierspecifieke vorm van de ade- 
nine-nucleotide-translocator is een nieuwe oorzaak voor 
mitochondriale myopathie met melkzuuracidose. Hier­
door kan het ATP de mitochondriën niet uit en ADF er 
niet in. Dit leidt tot een tekort aan ATP (en creatinefos­
faat) en verhoogd ADP in de cytosol, en verklaart de 
verminderde spierfunctie. De melkzuuracidose kan 
eveneens verklaard worden door dit defect: de hoge 
ATP-concentraties in de mitochondriën remmen de oxi­
datie van substraten zoals pyruvaat en NADH, afkom­
stig uit de giycolyse; beide zullen in melkzuur worden 
omgezet.
De verhoogde activiteit van de gemeten mitochon­
driale enzymen in de spier is waarschijnlijk een secun­
dair effect: verhoogde proliferatie van mitochondriën of 
een versterkte aanmaak van mitochondriale enzymen 
wordt vaker waargenomen bij patiënten met mitochon­
driale myopathieën en wordt beschouwd als een com- 
pensatiemechanisme bij een verminderde functie van 
mitochondriën.
De ernst van de gestoorde mitochondriale energiepro­
duktie wordt geïllustreerd door het hoge melkzuurcon­
centratie in het bloed en door de resultaten van de fos- 
for-kernspinspectroscopie van de skeletspier. Een 
vermindering van de creatinefosfaatspiegels tot 50% in 
de rustende spier wordt alleen waargenomen bij ernstige 
stoornissen van de energiehuishouding.10 Het gevolg is 
een verhoogde melkzuurproduktie in de spier van de 
patiënt, het teveel aan melkzuur wordt afgevoerd naar 
het bloed. De verhoogde melkzuurconcentratie in de li- 
quor is waarschijnlijk het gevolg van ‘overflow' uit het 
bloed.
Aangezien vrije radicalen continu worden gevormd 
door normale fosforylerende mitochondriën,11 is het 
waarschijnlijk dat bij een sterke toename van het aantal 
mitochondriën meer vrije radicalen worden gevormd, en 
dat dit nog wordt verhoogd bij een defecte oxidatieve 
fosforylering door de hogere zuurstofconcentratie en 
ook door de aanwezigheid van reactieve gereduceerde 
intermediairen van de ademhalingsketen.12 Hierdoor 
kunnen de beschermingsmechanismen tegen vrije radi­
calen in de spiercel tekort gaan schieten. Een van de ma­
nieren waarop de verhoogde vrije radicalen zich kunnen 
manifesteren, is door peroxidatie van lipiden. Dat de li- 
pidenperoxidatie 111 de spier van de patiënt was toegeno­
men, werd gesuggereerd door de verlaagde complex IV- 
activiteit. Dit verklaart mogelijk ook het gunstige effect 
van vitamine E: deze verbinding is in staat om vrije radi­
calen weg te vangen.
Bij follow-up-onderzoek na 36 maanden behandeling 
met vitamine E ging het met patiënt nog steeds goed en 
waren zijn motorische prestaties een verrassing voor ie­
dereen die hem van vroeger kende. Deze eerste demon­
stratie van de behandeling van een patiënt met een mito­
chondriale myopathie en gestegen mitochondriënaan- 
tal met hoge doses vitamine E kan belangrijk zijn bij de 
therapie van soortgelijke patiënten met de veel fre­
quenter voorkomende stoornissen in de complexen I 
of IV.
Financiële steun aan dit onderzoek werd gegeven door Het 
Prinses Beatrix Fonds, D en Haag.
A B S T R A C T
Deficiency o f  the adenine nucleotide translocator in muscle: a 
m itochondrial disease, treated with vitamin -  In a boy who 
presented a t  the age of 3,5 years with easy fatiguability and de­
layed m otor developm ent, deficiency of the adenine nucleotide 
translocator in muscle, a mitochondrial metabolic disorder, was 
eventually diagnosed. T reatm ent with high-dose vitamin E  re­
sulted in m arked  im provem ent (follow-up till n  years of age), 
although the serum  lactate level remained elevated.
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Aanvaard op 3 februari 1995
Bladvulling
V oorkom endheid  
E en  geneesheer in Italië heeft vóór zijn dood een bewijs van 
overlijden ten behoeve van zich zelven ingevuld met doodsoor­
zaak en  alle verdere gegevens, zoodat post mor tem slechts de 
datum  van overlijden behoefde te worden bij geschreven.
B ijna h e t geval van dien medicus, van wien verhaald wordt, 
dat hij stervende zijn pols in de hand hield en plechtig zeide 'hij 
slaat niet m eer’, toen  hij dood was.
(Berichten B uitenland. Ned Tijdschr Geneeskd i895’,39 l l :376 .)
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